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La presente invention concerne un polypeptide 
purifie ayant une activite de recepteur specifique de 
1 * iriterleukine 13 (IL-13), ses fragments biologiquement 
actifs et les sequences d’acides nucleiques correspondan- 

5 tes, et ses applications. 

L 1 il- 13 est une cytokine de 112 acides amines 
recemment identifiee (1,2), secretee par des lymphocytes 
T actives, les lymphocytes B et les mastocytes apres 
activation. 

jo De par ses nombreuses proprietes biologiques 

communes avec 1'IL— 4, 1* IL-13 a ete decrite comme 6tant 
une cytokine "IL-4-like". Ses activites sont en effet 
similaires a celles de l'IL-4 sur les cellules B (3-5), 
les monocytes (6-10) et autres cellules non hematopoieti- 
15 ques (11-12). En revanche, contra irement a l’IL-4, elle 
n'exerce pas d f effet particulier sur des cellules T au 

repos ou activ6es ( 13 ) . 

Les differentes activites biologiques de 
1' IL-13 sur les monocytes/macrophages, les lymphocytes 
20 B et certains precurseurs h6matopol6tiques ont 6t6 
d6crites en detail par A.J. Minty, ainsi que dans des 
articles de revues sur 1* IL-13 (voir par ex. 14). Plu- 
sieurs donnees indiquent en outre que cette cytokine a 
un effet plelotrope sur d* autres types cellulaires . Ces 
25 cellules non-hematopoletiques affectees directement par 
2 1 XL- 13 sont des cellules endotheliales et microgliales, 
des k6ratinocytes , et des carcinomes de rein et de colon. 

Les activites anti-inf lammatoires et inununo- 
regulatrices de 1 ! IL— 13 peuvent etre utiles par exemple 
dans le traitement des pathologies auto-inununes , tuitiora- 
les et virales . 

Une mise a profit de ces proprietes biologi- 
ques au plan clinique necessite toutefois une parfaite 
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connaissance des signaux et mecanismes par lesguels ces 
effets sont exerces, de fagon a pouvoir les controler et 
les moduler dans les pathologies concernees. 

L'une des etapes dans 1 ' analyse du signal 
5 transmis par une molecule biologique au sein d ' une 
cellule, consiste a identifier son r6cepteur membranaire . 
Les travaux realises a cet effet sur le recepteur de 
l'IL-13 ont montre que l'IL-13 et l'IL-4 avaient en 
conunun un recepteur, ou tout au moins certains des 
10 composants d'un complexe recepteur, ainsi que des 

elements de transduction de signaux (15-18). Ce recepteur 
est present a la surface de differents types cellulaires, 
en nombre variable selon le type cellulaire considere. 
La distribution comparative des recepteurs de l'IL-13 et 
15 de l'IL-4 a et6 indiquee par A.J. Minty (14). 

Kondo et al . (19) ont decrit la structure 

d'un recepteur de haute af finite pour l'IL-4. Celui-ci 
est un dimere, forme par 1 ' association d'une glycopro- 
t6ine de 140 kDa (IL-4R) et de la chaine y du recepteur 
20 de l'IL-2 (yC). L'IL-4 peut se lier & la sous-unite 

glycoproteique de 140 kDa ( IL-4R ou gp 140) avec une 
bonne af finite (Kd comprise entre 50 et 100 pM) (15). 
Cependant , cette af finite est augraentde d'un facteur 2 
& 3, lorsque la chaine yc est associee a la gp 140. 
25 Cette association est en outre necessaire a la transmis- 
sion de certains signaux medics par l'IL-4 (19,20). 

Des experiences de competition crois&e pour 
la liaison, soit de l'IL-13, soit de l'IL-4, ont d6montr6 
que l'IL-4 peut normalement empecher la liaison de 1 ' IL- 
30 13, alors que l'IL-13 ne peut generalement empecher que 

partiellement la liaison de 1 ' IL-4 e son recepteur 
(17,21), et ne se fixe sur aucune des deux sous-unit6s 
du recepteur de l'IL-4, ni sur le complexe forme par leur 
association. Sur la base de ces observations, les auteurs 
de la presente invention ont suppose que le recepteur 
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specif ique de l'IL-13 etait constitue du complexe 
recepteur IL-4 associe avec un autre composant liant 
l'IL-13. 

Des travaux realises sur une lign&e cellu- 
laire erythroleucemique capable de prolifdrer en reponse 
a l'IL-13 et £ 1 ' IL-4 ( lign6e TF-1), leur ont permis de 
montrer que ces deux cytokines produisaient des 6v6ne- 
ments intracellulaires similaires apres fixation sur leur 
r6cepteur (18). En paraliyie, des experiences de pontage 
( "cross-link" ) leur ont permis de montrer que la gp 140 
pouvait former des heterodimeres soit avec la chaine y, 
soit avec une nouvelle sous-unite, d'un poids mol6culaire 
de 55 a 70 kDa (17,21). 

Compte tenu de 1 ' importance au plan medical 
de la comprehension fine des phenomenes de regulation de 
1 ' IL-4 et de l'IL-13, et en particulier de la possibility 
de pouvoir separer et controler isolement les effets 
P roc ^ u i't s par 1 'une ou 1 ' autre de ces deux cytokines, les 
auteurs de la pr6sente invention se sont interessds a la 
caracterisation de la sous-unite liant specif iquement 
l'IL-13 au sein du complexe recepteur commun £ 1 ' IL-4 et 
l'IL-13. 

Ceux— ci ont a present identifi6 une lignee 

de carcinome humain exprimant le recepteur 
specifique de l'IL-13 en quantite plus importante que 
d autres lignees de carcinome renal humaines connues 
( 21 ) , et ont realise le clonage de la sous-unit§ respon- 
sable de la fixation de l'IL-13 sur le complexe recepteur 
de 1 ' IL-4/IL-13 . 

La presente invention concerne done des 
polypeptides purifies liant specif iquement l'IL-13. 

Plus particulierement, 1 ' invention a pour 
objet un polypeptide purifie dont la sequence d ' acides 
amines correspond a celle d'un recepteur spfecifique de 
l'IL-13, ou des fragments biologiquement actifs de celui- 
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ci . 

L' invention a egalement pour objet des 
sequences d'ADN isolees codant pour ledit polypeptide ou 
ses fragments biologiquement actifs. 

5 Elle vise en outre les vecteurs d' expression 

contenant au molns 1 1 une des sequences nucldotidiques 
d6f inies ci-dessus, et les cellules hotes transfectdes 
par ces vecteurs d' expression dans des conditions 
permettant la replication et/ou 1' expression de l'une 
10 desdites sequences nucieotidiques. 

Les methodes de production du recepteur de 
1 ' il- 13 recombinant ou de ses fragments biologiquement 
actifs par les cellules botes transfectees font egalement 
partie de 1' invention. 

15 l ' invention comprend egalement des composi- 

tions pharmaceutiques comprenant le recepteur specifique 
de 1’ IL-13 ou des fragments biologiquement actifs de 
celui-ci pour la regulation des m6canismes immunologiques 
et inf lammatoires produits par 1' IL-13. Elle vise en 
20 outre une m6thode pour 1 ' identification d' agents capables 
de moduler l'activite du recepteur specifique de 1' IL-13, 
et 1 ' utilisation du recepteur de 1' IL-13 ou de fragments 
de celui-ci pour le criblage de ces agents ainsi que pour 
la fabrication de nouveaux produits capables de moduler 
25 l'activite du recepteur de 1' IL-13. 

L ' invention comprend egalement des anticorps 
ou des derives d' anticorps specif iques du recepteur de 
1 ' IL-13. 

Elle vise enfin une methode de traitement 
30 th6rapeutique pour moduler les reactions immunologiques 
mediees par 1' IL-13, comprenant 1 ' administration e un 
patient du rdcepteur specifique de 1' IL-13 ou d'un de ses 
fragments biologiquement actif ou d'un compose capable 
de moduler specif iquement l'activite de ce rdcepteur, en 
35 association avec un vdhicule pharraaceut iquement accepts- 



ble . 


Dans la description de 1 ' invention ci-apres, 
on utilise les definitions suivantes : 

- recepteur de l'IL-13 (IL-13R) : un polypep- 
tide comprenant la sequence d 1 acides amin£s n 2 ou tout 
fragment ou derive de celui-ci biologiquement actif ; 

- biologiquement actif : capable de se lier 
sp6cif iquement S l'IL-13 et/ou de participer a la trans- 
duction du signal specif iquement produit par l'IL-13 au 
niveau de la membrane cellulaire, et/ou capable d intera— 
gir avec le recepteur spdcifique de l'IL-4 (IL-4R/gp 140) 
pour former un complexe capable de lier 1 ' IL— 4 et 1 IL— 
13, et/ou qui est reconnu par des anticorps sp6cifiques 
du polypeptide de sequence SEQ ID n* 2, et/ou capable 
d'induire des anticorps qui reconnaissent le polypeptide 

de sequence SEQ ID n° 2 ; 

- derive : tout polypeptide variant du 

polypeptide de sequence SEQ ID n° 2 ou toute molecule 
resultant d’une modification de nature g6n6tique et/ou 
chimique de la sequence SEQ ID n’ 2, c’est-a-dire obtenue 
par mutation, delation, addition, substitution et/ou 
modification chimique d'un seul ou d 1 un notnbre limit6 
d' acides amines, ainsi que toute sequence isoforme, 
c'est-a-dire une sequence identique a la sequence SEQ ID 
n ° 2 , a 1 ' un de ses fragments ou sequences modifiees, 
con tenant un ou plusieurs acides amines sous la forme 
d ' enantiomere D, lesdites sequences variantes, modifies 
ou isoformes ayant conserve au moins 1 ' une des propri6t6s 
les rendant biologiquement actives. 

La pr6sente invention a pour objet un 
polypeptide purifie, comprenant une sequence d’ acides 

amines chois ie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n* 2, 

b) toute sequence biologiquement active 
derivee de SEQ ID n° 2, selon la definition donnee 



precedenunent . 

La fabrication de derives peut avoir diffe- 
rents objectifs, dont en particulier celui d'augmenter 
l’af finite du recepteur pour l'IL-13, celui d'ameliorer 
ses taux de production, d'augmenter sa resistance a des 
prot&ases, de modifier son activite biologique ou de lui 
conf^rer de nouvelles propridtes pharmaceutiques et/ou 
biologiques . 

Parmi des variants biologiquement actifs des 
polypeptides tels que d&finis prdc6demment , on prefere 
les fragments produits par epissage alternatif des trans— 
cripts ( ARN messagers) du gene codant pour 1 1 une des 
sequences d ' acides amines d6crites ci— dessus. 

Dans une variante avantageuse, les 8 acides 
amin&s C-terminaux du polypeptide de sequence SEQ ID n° 

2 sont substituds par les 6 acides amines suivants : 
NH 2 -VRCVTL-COOH . 

Selon un autre aspect avantageux, 1 ' invention 
vise une forme soluble de l'IL-13R comprenant notamment 
le domaine extra-cellulaire du polypeptide de sequence 
SEQ ID n° 2 s'etendant jusqu’au residu 343 et prdferen- 
tiellement jusqu’au residu 337. 

Le polypeptide qui comprend la sequence SEQ 
ID n° 2 reprdsente un mode de realisation particulier de 
1' invention. Comme cela apparaitra dans les exemples, ce 
polypeptide peut etre exprime a la surface de cellules 
humaines pour former un recepteur de l'IL-I3 fonctionnel 
e-t s ' associer avec le recepteur de l'IL— 4 pour former, 
avec la chaine y du recepteur de l'IL-2 le complexe 
recepteur commun a l'IL-4 et l’IL-13. 

La pr^sente invention a egalement pour objet 
une sequence d ' acides nucldiques isolee, choisie parmi. 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) les sequences d' acides nucleiques capables de s'hy- 
brider a la sequence SEQ ID n 1 et codant pour un 



polypeptide ayant une activite de recepteur de l'IL-13, 
c ) les sequences d ' acides nucleiques derivees des sequen- 
ces a) et b) du fait de la d6g6n6rescence du code g6n6ti- 
que. 


i'xus particulierement. 


■uivention 


pour 


objet une sequence codant pour la partie soluble de 
1'IL-13R et tout variant produit par epissage alternatif 
des transcripts de l'IL-13R, conservant au moins une des 
propriet6s biologiques decrites. 


Un mode de realisation pr6f6re est represents 
par une sequence d' acides nucleiques comprenant ou 
constitute par 1 ' enchainement de nucleotides s'etendant 
du nuclSotide n” 1 jusqu'au nucleotide 1081, et prSfSren- 

tiellement jusqu'au nucleotide 1063 sur la sequence SEO 
ID n° l. 


Avantageusement, la sequence d' acides nuclei- 
ques selon 1' invention est une sequence codant pour une 
protSine correspondant a la forme mature du recepteur de 
l'IL-13, cette protSine mature Stant le rSsultat de la 
liberation du peptide signal. 

Les diffSrentes sequences nucieotidiques de 
1' invention peuvent etre d'origine artificielle ou non. 
II peut s'agir de sequences d • ADN ou d’ARN, obtenues par 
cnblage de banques de sequences au moyen de sondes 
eiaborSes sur la base de la sequence SEQ ID n* 1. De 
telles banques peuvent etre prSparSes par des techniques 
classiques de biologie moieculaire, connues de l’homme 
de l 1 art. 


Les sequences nucleotidiques selon 1 1 inven— 
tion peuvent egalement etre prepares par synthtse chimi- 
que, ou encore par des methodes mixtes incluant la 
modification chimique ou enzymatique de sequences 
obtenues par criblage des banques. 

Ces sequences nucieotidiques permettent la 
realisation de sondes nucieotidiques, capables 


de 



s'hybrider specif iquement avec une sequence d ' acides nu- 
cifeiques , y compris un ARN messager, codant pour un 
polypeptide selon 1 ' invention ou un fragment biologique- 
ment actif de celui-ci. De telles sondes font 6galement 
partie de 1* invention. Elies peuvent etre utilis6es conune 
outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, par des 
experiences d 'hybridation, de transcripts sp6cifiques des 
polypeptides de 1 ' invention dans des echantillons 
biologiques ou pour la mise en evidence de syntheses 
aberrantes ou d' anomalies g6netiques resultant d'un 
polymorph! sme, de mutations ou d'un mauvais epissage. 

Les sondes de 1 1 invention comportent au 
minimum 10 nucleotides, et au maximum comportent la 
totalite de la sequence nucleotidique SEQ ID n°><l.-ou de 
son brin compiementaire . 

Parmi les sondes les plus courtes, c'est-e- 
dire d* environ 10 e 15 nucleotides, les conditions 
d ' hybridation appropriees correspondent aux conditions 
de temperature et de force ionique usuellement utilis6es 

par 1 ' homme du metier . 

Preferential lement, les sondes de 1' invention 
sont marqu6es, prealablement e leur utilisation. Pour 
ce i a> plusieurs techniques sont a la portee de 1' homme 
du metier (marquage fluorescent, radioactif, chimiolumi- 

nescent, enzymatique, etc). 

Les ..methodes de diagnostic IN VITRO dans les— 
quelles ces sondes nucieotidiques sont mises en oeuvre 
pour la detection de syntheses aberrantes ou d’ anomalies 
g6n6tiques, telles que la perte d ' heterozygotie et le 
rearrangement genetique, au niveau des sequences nucl6i- 
ques codant pour un polypeptide recepteur de l'IL-13 ou 
un fragment biologiquement actif, sont incluses dans la 
presente invention. Un tel type de methode comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucleotidi- 
que de 1’ invention avec un echantillon biologique dans 



des conditions permettant la formation d'un complexe 
d * hybridation entre ladite sonde et la susdite sequence 
nucl&otidique , eventuellement apres une etape prealable 
d ' amplification de la susdite sequence nucleotidique ; 

- la detection du complexe d ' hybridation 

eventuellement forme ; 

- eventuellement le s&quengage de la sequence 
nucl&otidique formant le complexe d ' hybridation avec la 
sonde de 1' invention. 

Les sondes d’ADNc de 1 ’ invention sont en 
outre avantageusement utilisables pour la detection 
d ’ anomalies chromosomiques . 

Les sequences nucleotidiques selon 1 1 inven- 
tion ont par ailleurs des utilisations dans le domaine 
therapeutique, pour la realisation de sequences antisens, 
utilisables en therapie genique. L’ invention a ainsi pour 
ob jet des sequences antisens capables d'inhiber, au moins 
partiellement , la production de polypeptides recepteurs 
de l'IL-13, tels que definis pr6c6demment . De telles 
sequences sont avantageusement constitutes par cel les qui 
constituent le cadre de lecture codant pour 1'1L-13R au 
niveau du transcript:. 

Elies sont plus particulierement utilisables 
dans le traitement des allergies et de 1 1 inf lamination. 

Les sequences nucleotidiques selon 1 inven- 
tion peuvent par ailleurs etre utilisees pour la produc- 
tion de polypeptides recombinants ayant une activite de 
recepteur de l’IL-13, tels que prfecedemment definis. 

Ces polypeptides peuvent etre produits a 
partir des sequences nucleotidiques definies ci— dessus, 
selon des techniques de production de produits recombi- 
nants connues de l'honune du metier. Dans ce cas, la 
sequence nucleotidique utilisSe est placee sous le 
controle de signaux permettant son expression dans un 
hote cellulaire. L'hote cellulaire utilise peut etre 
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choisi parmi des systemes procaryotes, comme les bacte- 
ries, ou eucaryotes, comme par exemple les levures, 
cellules d'insectes, CHO (cellules d'ovaires de hamster 
chinois) ou tout autre systeme avantageusement disponible 
5 dans le commerce. Un hote cellulaire pref6r6 pour 
1* expression des polypeptides de 1’ invention est consti- 
tu6 par la lignee f ibroblastique COS-7. 

Les signaux controlant 1 ' expression des poly- 
peptides (prcmcteurs, activateurs, sequences de terminai- 
10 son. . . ) sont choisis en fonction de l'hote cellulaire 
utilise. A cet effet, les sequences nucleotidiques selon 
1’ invention peuvent etre inserees dans des vecteurs a 
replication autonome au sein de l'hote choisi, ou des 
vecteurs integratifs de 1 * hote choisi. De tels vecteurs 
15 seront prepares selon les methodes couramment utilis6es 
par 1 1 homme du metier, et les clones en resultant peuvent 
etre introduits dans un hote approprie par des methodes 
standard, telles que par exemple 1 f electroporation. 

L es vecteurs d' expression contenant au moins 
20 1 1 une des sequences nucleotidiques definies ci-dessus 

font egalement partie de la prfesente invention. 

Dans le cas des cellules COS-7 la transfec- 
tion peut etre realisee a partir du vecteur pSE-1, comme 
d6crit dans (17). 

25 

L ' invention vise en outre les cellules hotes 
transfect6es par ces vecteurs d ' expression. Ces cellules 
peuvent etre obtenues par 1 ' introduction dans des 
cellules hotes d'une sequence nucleotidique inseree dans 
30 un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en 
culture desdites cellules dans des conditions permettant 
la replication et/ou l f expression de la sequence nucleo- 
tidique transfectee . 

Ces cellules sont utilisables dans une 
35 methode de production d’un polypeptide recombinant de 



sequence SEQ ID n” 2 ou derivee, methode elle-meme 
comprise dans la presente invention, et caracterisee en 
ce que l'on cultive les cellules transfect6es dans des 
conditions permettant 1 'expression d’un polypeptide 
recombinant de sequence SEQ ID n* 2 ou derivee, et que 
l’on r6cupere ledit polypeptide recombinant. 


Les procSdes de purification utilises sont 
connus de l'homme du metier. Le polypeptide recombinant 
peut etre purifie a partir de lysats et extraits cellu- 
iaires, du surnageant du milieu de culture, par des 
methodes utilisees individuellement ou en combinaison 
telles que le fractionnement , les methodes de chromato- 
graphie, les techniques d ' immunoaf finite a 1 ' aide d'anti- 
corps mono ou polyclonaux sp^cifiques, etc. 

Les anticorps mono ou polyclonaux capables de 
reconnaitre specif iquement le recepteur de l'IL -13 selon 
la definition donnee precedemment font egalement partie 
de 1 'invention. Des anticorps polyclonaux peuvent etre 
obtenus a partir du serum d'un animal immunise centre le 
recepteur de l'IL-13 selon les modes operatoires usuels. 

Les anti corps monoclonaux peuvent etre 
obtenus selon la methode classique de culture d'hybrido- 
mes d«%crite par Kohler et Milstein (Nature ( 1975 ) p . 


Des anticorps avantageux sont des anticorps 
diriges centre le domaine extracellulaire du recepteur 
de l'IL-13. 

Les anticorps selon 1 1 invention sont par 
exemple des anticorps chimeriques, des anticorps humani- 
sms, des fragments Fab et F (ab* )2. Ils peuvent egalement 
se presenter sous forme d ' immunoconjugues ou d' anticorps 
marques. Par exemple, ils peuvent etre associes & une 
toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit 
radioactif . Ces immunotoxines peuvent dans ce cas const! - 
tuer des agents therapeutiques utilisables pour le 
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traitement de certaines pathologies impliquant une 
surexpression du recepteur de 1'IL-13. 

Les anticorps de 1 'invention, en particulier 
les anticorps monoclonaux peuvent egalement etre utilises 
5 pour 1 ' analyse par immunocytochimie des recepteurs de 
l'IL-13 sur des coupes de tissus specifiques, par exemple 
par immunofluorescence, marquage a 1 'or, inutununoperoxyda— 
se ■ • • 

Ils peuvent ainsi etre avantageusement mis en 
10 oeuvre dans toute situation ou 1 ' expression du recepteur 
de l'IL-13 doit etre observee (surexpression anormale, 
suivie de la regulation de 1' expression membranaire, 
etc . ) . 

L ' invention concerne done dgalement un 
15 proc6de de diagnostic IN VITRO de pathologies correlees 
a une expression anormale du recepteur de l'IL-13, a 
partir de pr^levements biologiques susceptibles de 
contenir le recepteur de l'IL-13 exprime a un taux 
anormal, caracterise en ce que l'on met en contact au 
20 moins un anticorps de 1 ' invention avec ledit prelevement 
biologique, dans des conditions permettant la formation 
eventuelle de complexes immunologiques specifiques entre 
le recepteur de l'IL-13 et le ou lesdits anticorps et en 
ce que l’on detecte les complexes immunologiques specif i- 
25 ques eventuellement formes. 

L ' invention concerne egalement un kit pour le 
diagnostic IN VITRO d'une expression anormale du recep- 
teur de l’IL-13 dans un pr616vement biologique et/ou pour 
la mesure du taux d ' expression du recepteur de l'IL-13 
30 dans ledit prelevement comprenant : 

- au moins un anticorps specifique du recep- 
teur de l'IL-13, eventuellement fixe sur un support, 

- des moyens de revelation de la formation de 
complexes antigenes/anticorps specifiques entre le recep- 

35 teur de l’IL-13 et ledit anticorps et/ou des moyens de 



quantification de ces complexes. 

Un autre objet de 1 ' invention concerne une 
methode pour 1 ’ identification et/ou 1 • isolement de 
ligands sp6cifiques du recepteur de I'il- 13 ou d 'agents 
capables de moduler son activity caract§ris6e en ce que 
1 * °n met en contact un compose ou un melange contenant 
diff6rents composes, eventuellement non-identifi6s, avec 
des cellules exprimant a leur surface le r6cepteur de 
l'IL-13, dans des conditions permettant 1 * interaction 
entre le recepteur de l’IL-13 et ledit compose, dans le 
cas ou celui-ci possSderait une affinite pour le recep- 
teur, et en ce que 1 • on detecte et/ou isole les composes 
li6s au recepteur de l’IL-13 ou ceux capables d'en 
moduler I'activite biologique. 

Dans un mode particulier, cette methode de 
1’ invention est adaptee a 1 * identification et/ou 1* iso- 
lement d ' agonistes et d ' antagonistes de l'IL-13 pour son 
recepteur. 

L' invention comprend egalement des composi- 
tions pharmaceutiques comprenant comme principe actif un 
polypeptide repondant aux definitions precedentes, prefe- 
rer.riellement sous forme soluble, associe a un vehicule 
phsrmscsutiquemsnt accGptsble. 

tel polypeptide peut en effet agir en 
competition avec 1*IL-13R exprime a la surface cellu- 
laire, et const ituer de ce fait un antagoniste specif ique 
de la liaison de l'IL-13 a son recepteur, qui peut 
avantageusement etre mis en oeuvre pour la synthese d'un 
medicament destine a moduler les reactions medides par 
l'IL-13 dans des situations pathologiques . 

L' invention comprend enfin une methode de 
traitement therapeutique d' affections li6es & des 
reactions immunologiques mediees par l’IL-13, comprenant 
1' administration a un patient du recepteur specif ique de 
l’IL-13 (ou d’un de ses fragments biologiquement actif). 
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ou d'un compose capable d'en moduler specif iquement 
l'activite biologique, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable . 

5 D’autres caract6ristiques et avantages de 

1* invention apparaissent dans la suite de la description 
avec les exemples et les figures dont les 16gendes sont 
repr6sentees ci-apres . 

10 LEGENDE DES FIGURES 

- Figure 1 : caracterisation du recepteur IL- 
13R present dans les cellules Caki-1. 

a) analyse de Scatchard (cadre insere ) de la 

15 courbe de saturation de l’IL-13 marquee a l’[ 125 I] ; 

b) liaison de [ 125 I] [Phe43] - IL-13-GlyTyrGlyTyr 
en presence de concentration croissante d f IL-13 non 
marqu&e (•) et d f IL-4 (o); 

c) experiences de pontage ("cross-link") en 

20 utilisant de l’IL-13 radioactive en 1 1 absence (coulee a) 

et en presence d'un excedent de 100 fois d'IL-13 non 
marquee (coulee b) ou d'IL-4 (coulee c) ; 

d) inhibition de la secretion d’IL-6 induite 
par l’IL-13 et 1 1 IL-4 en presence d’un anticorps monoclo- 

25 nal specif ique de la chaine IL-4R et de 1 1 antagoniste de 
IL-4 , Y124DIL-4. 

- Figure 2 : Sequence nucleotidique de l'ADNc 
de 1 1 IL- 13R , et comparaison des sequences proteiques de 

30 1 ? IL-5R et de l'IL-13R. 

a) sequence nucleotidique de 1 f ADNc de l’IL- 
13R. Les acides amines correspondent au peptide signal 
d6duit de la sequence nucleique sont indiqufes en itali- 
ques et ceux corespondant au domaine tr ansmembranai re 
sont indiques en caracteres gras. Les sites de N-glyco- 


35 



sylation potentiels ( Asn-X-Ser/Thr ) sont soulignes ; 

b) alignement des acides amines des sequences 
de 1 ’ IL-13R et de l'IL-5R. Les sequences proteiques de 
1 ' IL-13R et IL-5R humains sont align^es conune d§crit 
pr6cedemment (22). Les residus cysteine et le motif WSXWS 
caract6ristiques de cette famille de recepteurs sont 
encadres. 


- Figure 3 : Profils d' expression de l'ARNm 

de 1 ' IL-13R. 

L’ARN a ete prepare a partir des cellules 
suivantes : Caki-1 (coulee a), A431 (coulee b), TF-1 

(coulee c), TJ937 (coulee d), Jurkat (coulee e) et IM9 

(coulee f). 


- Figure 4 : Caracterisation du recepteur 
recombinant de l’IL-13. 

Les cellules COS-7 sont transfectees avec 
l'ADNc de 1 ’ IL-13R et utilisees pour : 

a) des etudes de liaison de l'IL-13 radiomar- 
qufee (cadre insere ) , par analyse de Scatchard de la 
courbe de saturation; 

b) des experiences de pontage en utilisant de 
1 IL-13 radiomarquee en absence (coulee a) et en presence 
d'un exces de 100 fois d' IL-13 non marquee (coulee b) ; 

c-d) des experiences de cotransfection en 
utilisant l’IL-13R clone, l’IL-4R (gp!40) et la chaine 
Y suivies par la liaison de l'IL-13 radiomarquee (c) ou 
de l'IL-4 (d). Les colonnes noires et blanches represen- 
tent respectivement la liaison specif ique de l’IL-13 et 
de l'IL-4. 

Figure 5 : Inhibition de la liaison de 
1 'IL-13 sur l’IL-13R par la forme soluble du recepteur 
(IL-13Rs) en expression transitoire. 



L' expression d'IL-13Rs dans le surnageant des 
cellules transfectees par 2034 est testee par inhibition 
de la liaison de l’IL-13 sur les cellules transfect&es 
par 1 • IL-13R- Les surnageants sont testes bruts en les 
diluant de moitie dans le ligand iode. 

BT : liaison totale 

NSB : liaison non specif ique en presence d'un 

exces d'IL-13 non marquee 

2036 BT : liaison totale sur cellules trans- 

fectees avec le 2036 

2036 + sgt 2034 : liaison sur cellules trans- 
ferees avec le 2036 en presence de surnageant de 
cellules transferees avec le 2034. 

- Figure 6 : Inhibition de la liaison de 

sur 1 ' IL-13R par la forme soluble du recepteur 
(IL-13RS) sur des lignees stables. 

T2036-22 : liaison totale sur le clone IL-13R 

(2036-22) 

2034-4 
2034-6 1 

2034-19 I 4 clones IL-13RS 

2034-21 

1274-20 : cellules CHO r. ' exprinant pas l’IL- 

13Rs . 


MATERIELS ET METHODES 

Experiences de liaison et de pontage : 

Les experiences de liaison et de pontage sont 
realis§es comme d^crit pour [ 135 I] [Phe43] -IL-13-GlyTyiGxi - 



Induction de la secretion d'IL-6 : 

Les cellules Caki-1 ( ATCC HTB46 ) sont mises 
dans des plaques de 24 puits a une densitfe de 5.10 4 
cellules /puits et apres 3 jours de culture des monocou- 
ches confluantes sont lavees trois fois avec du milieu 
DMEM sans serum de veau foetal . La stimulation des 
cellules Caki-1 est realisee avec 30 ng/ml d'IL-4 ou 
d'iL-13 en absence ou en presence de Y124DIL-4 ou d'un 
anticorps monoclonal anti-gpl40. La quantite d’IL-6 
lib6ree dans le milieu de culture apres 24 heures 
d ' incubation est mesuree par une technique ELISA ( Inno- 
test, France). 

Isolement et analyse de l'ADNc de l'IL-13R : 

L'ARN total a ete extrait des cellules Caki-1 
comme decrit prec^demment (23). L'ARN poly(A) est isole 
des ARN totaux avec des billes magnetiques recouvertes 
d ' oligo( dT ) 25 (Dynal). Une banque d'ADNc contenant 2.10 s 
clones a ete construite en utilisant la procedure d amor- 
ces adaptateurs ( 24 ) et le vecteur pSEl ( 25 ) . La strate- 
gie de clonage pour 1' expression qui a ete utilisee a ete 
decrite precedemment ( 17 ) . 

Obtention de l'ADNc de l'IL-13R • 

Les echanti lions d ' ARN sont copies avec la 
reverse transcriptase et soumis a une PCR en utilisant 
une amorce sens correspondant a la sequence + 52 & + 71 
et une amorce antisens correspondant a + 489 a + 470 (la 
numeration est faite sur la base de la sequence de l’ADNc 
montree sur la figure 2 ) . Les produits amplifies par PCR 
sont hybrides avec une sonde complementaire des sequences 
+ 445 & + 461 de l'ADNc. Les marqueurs de taille sont 
indiques a la gauche de la figure. 
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Caracterisation des proprietes de l’IL-13R : 

Les cellules COS-7 sont transfectees dans des 
boltes de Petri comme decrit precedemment (17) et 24 
heures plus tard les cellules sont trypsinisees et mises 
5 en culture dans des plaques de 24 puits a une densite de 
8.10 4 cellules/puits. Apres une culture de 48 heures & 
37 °C, les cellules sont utilisees soit pour des experien- 
ces de liaison (des essais realises en triplicata 
montrent une variation de moins de 10 % ) soit pour des 
10 experiences de pontage avec de l’IL-13 iodee comme 
decrit. Pour la transfection, les cellules COS-7 ont ete 
transfectees dans des plaques de 25 cm 2 en utilisant 0, 6 
pg de differents plasmides. Apres 24 heures, les monocou- 
ches cellulaires sont trypsinisees et mises en culture 
15 dans des plaques a 12 puits a raison de 8.10 4 cellules/- 
puits. Trois jours plus tard, les experiences de liaison 
sont realisees avec de l’IL-13 marquee ou de l’IL-4. Les 
resultats sont representatif s d’au moins trois experien- 
ces r6alis6es independamment . 

20 

EXEMPLES 
EXEMPLE 1 : 

25 Analyse de 1’ expression de 1' IL-13R A la 

surface des cellules Caki-1 

II a recemment ete decouvert que des cellules 
de carcinome renal humain exprimaient en plus des recep- 
30 teurs communs a l'IL-4 et a l’IL-13, un large exces de 
r6cepteurs specif iques de l’IL-13 (21).Sur la base de ces 
resultats, un echantillon de lignees cellulaires de 
carcinome humain a ete etudie pour la fixation de l'IL-13 
comme d6crit precedemment (17). Une lignee particuli6re, 
35 Caki-1 (ATCC HTB46 ) , qui exprime un nombre particuliere- 



ment important de sites de liaisons pour l’IL-13, a et6 
analysee plus en detail. Les courbes de Scatchard 
obtenues & partir d 'experiences de saturation montrent 
la presence de sites de liaison avec une Kd de 446±50 pM 
et une capacite de 7,2.10 4 recepteurs/cellule (figure 
la). Dans des experiences de competition, I'il- 13 non 
marquee deplace totalement l'IL-13 marqu6e d'une fagon 
dose dependante, alors que l'lL-4 deplace avec une haute 
af finite environ 10 % de l'IL-13 marquee. Des concentra- 
tions plus importantes d'IL-4 (sup6rieures e 100 nM) ne 
deplacent pas les 90 % restants d'IL-13 liee (figure lb). 


Ces resultats sont en concordance avec 
1' existence de deux sites, l’un partage par les deux 
cytokines, 1' autre specifique de l’IL-13. Les experiences 
de pontage par affinite de l'IL-13 montrent un complexe 
d’ environ 70 kDa, qui coincide avec le complexe observe 
dans des experiences de pontage similaire avec l'IL-13 
dans differents types cellulaires (17,21). L'IL-13 


marquee est compietement deplacde du complexe par l'IL-13 
mais pas par l'IL-4, ce qui est accord avec les experien- 
ces de competition ( figure lc ) 


EXEMPLE 2 : 

Analyse de la secretion d'IL-6 induite par 
l'IL-4 ou l'IL-13. 

Les auteurs de 1 • invention ont analyse la 
secretion induite par l'IL-4 ou l’IL-13 sur des cellules 
Caki-l . Les deux cytokines induisent la secretion de 
niveaux similaires d’IL-6, et la secretion est inhibee 
par des anticorps specifiques de la chaine d de 1 ’il-4r 
et par 1 ’ antagoniste Y124DIL-4 (figure Id). Ceci suggere 
que les recepteurs partages par les deux cytokines dans 
les cellules Caki-1 sont responsables de 1 ' induction de 



la secretion d'IL-6. Des resultats similaires sont 
observes quand la phosphorylation du complexe prot^ique 
IRS1/4PS (18) induite par 1 ' IL-4 et l'IL-13 est analysfee 
en presence ou en absence d* anticorps ant±-IL-4R et 

d ' antagoniste de l’IL-4. 

Ces rfesultats pris dans leur ensemble sugge- 
rent que le complexe recepteur IL-4/IL-13 exprim6 dans 
les cellules Caki est identique & ce qui avait prfecfe- 

demment d6crit et que la proteine liant l'IL-13 (IL-13R) 
qui est surexprimee, est un composant du recepteur res- 
ponsable de la reconnaissance de l'IL-13 dans un complexe 

fonctionnel qui inclut IL-4R. 

Ces cellules ont done utilis&es comme 

source d'ARN messager pour le clonage de cette entity 
liant l'IL-13 . 

EXEMPLE 3 : 

Clonage du recepteur de l'IL-13 

La strategie de clonage et d' expression qui 
a 6te utilisee a ete pr§cedemment decrite (17). Une 
banque d'ADNc contenant 2.10 s clones recombinants a ete 
construite (24) a partir des cellules Caki-1 . La banque 
a 6te divisee en lots de 1000 ADNc, dont 1 ' ADN de chaque 
lot sous forme de plasmide a ete introduit dans des 
cellules COS-7 (26). La liaison d'IL-13 marquee aux 
cellules COS-7 transfectees permet d' identifier les lots 
de clones codant un recepteur de l’IL-13. Les lots 
positifs ont 6t<§ repartis et recribles jusqu’a l'identi- 
fication d’un clone unique capable de realiser la 
synthase d'une proteine de surface cellulaire apte a lier 
Deux ADNc de 1 ' IL-13R independants ont ete 
f inalement Isolds . La sequence nucleotidique complete de 
1 ' ADNc de 1 ' I L- 13R et la sequence d ' acides amines qui en 
est deduite sont montrees sur la figure 2a. L ' ADNc a une 



longueur de 1 298 bases en excluant la queue poly-A et 
a une courte region non traduite en 3' de 106 bases. Un 
signal canonique de polyadenylation AATAAA se trouve a 
la place prevue. Le cadre de lecture ouvert entre les 
nucldotides 53 et 1 192 ddfinit un polypeptide de 380 
acides amin6s. La sequence code pour une proteine membra- 
naire avec un peptide signal potential, un seul domaine 
transmembranaire et une courte queue intracytoplasmique. 

Quatre sites de N-glycosilation potentiels 
sont localises dans la region extracellulaire . II est 
important de noter q ue deux motifs consensus consideres 
conune des signatures de la famine des recepteurs de 
cytokine de type II (27) sont aussi presents, le premier 
etant derive d'une structure en boucle de pont disulfure 
N-terminal, le second etant le motif de type WSXWS 
localise a 1 ' extremite C-terminale de la region extra 
cellulaire. La tres courte sequence cytoplasmique 
pourrait expliquer pourquoi c'est seulement le complexe 
recepteur partage par l'IL-4 et par l'IL-13 dans les 
cellules Caki qui transduit un signal dans la cellule. 

Des etudes d’alignement demontrent des 
homologies avec la chaine a de l’IL-5R humain ( 51 % de 
similarity et 27 % d'identite, figure 2b) et a un degre 
moindre, avec le recepteur de la prolactine. IL est 
interessant de noter que le complexe IL-5R est constitue 
d-une chaine a qui lie l'IL-5 mais qui a besoin d'une 
autre proteine, la chaine p partagee avec les recepteurs 
de l'I L -’3 et du GM-CSF, pour former un recepteur de haute 
est ca Pable de transduire un signal (28). 



EXEMPLE 4 : 

Detection des ARN messagers de l'IL-13R dans 
diff6rentes lignees cellulaires 

De fagon surprenante , dans les cellules Caki- 
1 des quantit6s similaires d'ARN messagers de l'IL-13R 
et IL-4R sont detectdes par des analyses de northern bien 
(ju ' un large exces d'lL— 13R soit exprimd. Cette observa- 
tion sugg&re qu'il y a une plus forte traduction de cet 
ARNm par rapport au transcript de l'IL-4R et explique 
1 * absence de detection de l'ARNm de l'IL-13R dans les 
lign6es cellulaires exprimant un faible nombre de sites 
de liaison de l'IL-13. Des analyses par RT-PCR (figure 
3 ) roontrent que le transcript trouve dans les cellules 
Caki— 1 est aussi present a des degres inferieurs dans la 
lign&e kferatinocytaire A431, les cellules premyeloides 
TF-1, les cellules premocytiques U937 , et la lignee 
cellulaire B IM9 . Aucun transcript n'est d6tecte dans la 
lign6e cellulaire T Jurkat ni dans la lignee cellulaire 
pre-B NALM6. Ces resultats sont en accord avec des etudes 
de liaison de l’IL-13 sur ces memes lignees prec&demment 
decrites par les auteurs de la presente invention ( 17 ) , 
et avec les cibles biologiques connues de l'IL-13. 


EXEMPLE 5 : 

Analyses de liaison r6alis6es sur des 
cellules COS-7 transfectees avec l'ADNc de 1'IL-13R 

Les cellules COS-7 transfectees avec l’ADNc 
isole codant pour l’IL-13R lient specif iquement l’IL-13 
marquee. L’ analyse de Scatchard de la courbe de satura- 
tion montre un seul site composant avec une Kd d’une 
valeur de 250+30 pM et une capacite de liaison maximale 
de 5,6.10 s recepteurs/cellule (figure 4a). 

L’af finite du recepteur recombinant est en 



bon accord avec la valeur de Kd de 446 pM pour l'IL-13R 
dans les cellules Caki-l et pour ce qui a ete decrit dans 
plusleurs autres cellules (17) . Done, malgre l’homologie 
de sequence avec la chaine a de l'IL-5R, le recepteur 
clone se comporte diff6remment puisqu'il n' a pas besoin 
d'une seconde chaine pour reconstituer un site de liaison 
de haute affinity. 

II est int6ressant de noter que la protdine 
liant l'IL-15 recemment decrite possede de la meme fagon 
la caracteristique de lier avec une forte affinity 1 ' il- 
15, en 1' absence des deux autres composants du complexe 
IL-15R (29). 

Dans des experiences de competition, l'IL-13 
est capable d'inhiber la liaison de l'IL-13 marqu&e au 
recepteur clone, avec une constante d' inhibition (Ki) de 
1'5±0,5 nM, alors que l'IL-4 n'inhibe pas la liaison. La 
pharmacologie du recepteur clone est done similaire e 
celle de l’IL-13R present dans les cellules Caki-l. Des 
experiences de pontage montrent une bande radiomarquee 
de 70 kDa . Cette bande a la meme mobilite que celle 
observee dans les cellules Caki ainsi que dans d 1 autres 
cellules (17). Ce complexe correspond tres probablement 
& la bande de 60-70 kDa observee en plus de la bande de 
140 kDa de l'IL-4R dans les experiences de pontage 
realisees avec l'IL-4 marquee. Ceci pourrait aussi 
sugg&rer qu'il existe une forte interaction entre les 
deux prot&ines dans le complexe recepteur f onctionnel . 

Les auteurs de la presente invention ont done 
si l'IL-13R et l'IL-4R interagissent dans la 
membrane cellulaire pour reconstituer un r6cepteur qui 
permet une competition crois6e des deux cytokines. Les 
r6sultats d' experience de coexpression sont montr6s dans 
la figure 4,c et d. 

II apparait clairement que 1' expression des 
deux recepteurs soit isolee soit simultanee, rdsulte en 
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un grand nombre de recepteurs qui reconnaissent specifi- 
quement l'une ou 1 ’ autre des deux cytokines. Toutefois, 
lorsqu'ils sont exprimds ensemble, un petit nombre de 
r6cepteurs (5 k 10 %) est capable de reconnaitre les deux 
5 cytokines. La cotransfection de la chaine yc avec l'IL-4R 
et l'IL-13R ne procure pas une augmentation dans le 
nombre de sites de liaison partag&s. Ces r6sultats 
suggdrent que les chaines de l’IL— 13R et IL-4R peuvent 
interagir l'une avec 1' autre dans la membrane cellulaire 
10 pour reconstituer un recepteur pour lequel l'IL-13 et 
l'IL-4 peuvent etre en competition. Le faible pourcentage 
de recepteurs reconstitues est un argument en faveur de 
la presence d’une autre proteine en quantites limitantes 
dans les cellules COS, ndcessaire pour la reconstitution 
15 du complexe rdcepteur auquel se lient en comp6titivit£ 
l'IL-13 et l'IL-4. 

Les resultats obtenus dans les experiences de 
■transfection avec la chaine yc d6montrent que cette 
proteine n'est pas le facteur limitant qui avait 6te sug- 
20 g6r6 auparavant (15). Cette conclusion est aussi suppor- 
ts par 1’ absence d'ARN messager de yc dans les cellules 
Caki-1 (21). 

Une autre raison possible pour expliquer le 
faible nombre de recepteurs reconstitues est 1' existence 
25 d ' une stoechiometrie incorrecte des deux proteines dans 
la membrane cellulaire. Toutefois, des cotransfections 
utilisant des quantites relatives differentes d'IL-4R et 
d ' IL-13R ne montrent pas de difference majeure dans le 
nombre de recepteurs reconstitues. La possibility qu'il 
30 existe un autre IL-13R avec une plus forte capacite a 
interagir avec IL-4R, ne peut pas etre exclue. II doit 
etre note que 1' expression de yc ameliore la liaison de 
l'IL-4 comme cela a ete precddemment ddcrit (19) mais 
diminue la liaison de l'IL-13, sugg6rant une interaction 
35 complexe entre les differentes chaines. 



EXEMPLE 6 : 

Etude de 1 'inhibition de la liaison de l'IL- 
13 A son rdcepteur membranaire par un rdcepteur sous 
forme soluble. 

On decrit les resultats en expression transi- 
toire ( figure 5 ) ou sur les lignees stables ( figure 6 ) . 

Les deux sequences d’ADNc, codant pour l'IL- 
13R et Pour 1 ' IL-13Rs sont ins6r6es dans le vecteur p7055 
a la place de l'ADNc de l'IL-2 (30). Les plasmides 
resultants sont nommes 2036 et 2034 respect i vement . 

1. Expression transitoire 

Les cellules CHO sont ensemencees en plaques 
12 puits A 3.10 s cellules/puits et transferees le 
lendemain par la methode DEAE-Dextran comme pour les 
cellules COS, soit avec le plasmide 2036 ou 2034, soit 
avec le plasmide pSEI vide comme temoin. 

Les cellules sont cultivees pendant trois 
jours de fagon a permettre une accumulation de l'IL-13Rs 
dans le surnageant des cellules transferees avec le 
plasmide 2034 et une bonne expression de 1'IL-13 r A la 
membrane des cellules transferees avec le plasmide 2036. 

Le surnageant des cellules transferees avec 
1 * l ~13Rs (2034) ou le temoin negatif (pSEI vide) est 
alors preleve et les cellules transfectees avec 1 ' IL-13R 
sont utilisees pour 1' etude de 1' inhibition de la liaison 
de l'IL-13. 

La liaison de l'IL-13 a la surface des CHO 
exprimant l'IL-13R (2036) est mesuree en presence ou non 
de ces surnageants bruts dilues de moitie avec le 
radioligand ou en presence d'un exces d'IL-13 non 
radiomarquee (NSB). La liaison s'effectue sur les 
cellules entieres dans un volume final de 500 pi avec 300 
pM de radioligand, en triplicata. 



2. Lignees stables 

Deux lignees stables de CHO transf orraees sont 
obtenues par transfection avec les sequences codantes de 
l'IL-13R complet (polypeptide de 380 residus) ou de l'IL- 
13R sous forme soluble ( IL-13RS, polypeptide tronque, 
correspondant aux residus 1 a 337 de l'IL-13R). Ces se- 
quences sont inserees dans le vecteur p 7055. 

Les cellules CHO-DHFR" sont transfectees avec 
les plasmides 2036 (XL-13R) et 2034 (IL613RS) et les 

clones recombinants s§lectionnes comme decrit prece- 
derament ( 30 ) . 

L'un des clones CH0-IL-13R (CHO 2036) 
obtenus, presentant 2 a 5.10 s sites par cellules est 
ensemence en plaque 12 puits a une densite de 10 
cellules par puits et les cellules sont utilisees deux 
jours pres pour des experiences de liaison en presence 
ou non d'IL-13Rs. 

Pour cela, les clones CHO— XL— 13Rs (CHO 2034) 
sont ensemencfes en boites de 6 cm, en triplicata a 5.10 s 
cellules par boite. Apres 3 jours d ' accumulation dans le 
milieu de culture, le milieu (5 ml par boite) est prelevd 
pour les fetudes d ' inhibition de liaison de l'IL-13 sur 
1 • il- 13R du clone CHO 2036. De la meme fagon, le surna- 
geant de cellules CHO n'exprimant pas l’IL-13R soluble 
est: preleve. 

La liaison de l'IL-13 a la surface du clone 
CHO 2036-22 est mesuree en presence ou non de ces surna- 
geants bruts dilues de moitie avec le radioligand, ou en 
presence d'un exces d' IL-13 non radiomarquee ( NSB ) . La 
liaison s'effectue en triplicata, sur les cellules entie- 
res , dans un volume de 500 pi avec 300 pM de radioligand. 

Les histogrammes des figures 5 et 6 repre- 
sentent 1' inhibition de la liaison de l'IL-13 sur 1 IL- 
13R par 1 ' IL-13Rs . Une inhibition de la liaison de l'IL- 
13 a son recepteur peut s ' observer sur plusieurs clones. 



Le clonage de l’IL-13R d6crit ici permet 
d'ameliorer la connaissance des facteurs intervenant dans 
les reponses specif iquement induites par l'IL-13 par 
rapport aux reponses induites par I'il- 4. il permet en 
outre de disposer d'un outil pour 1' etude de la regula- 
tion de 1 'expression du recepteur dans des conditions 
normales et pathologiques ou l'IL-13 joue un role cle. 

Par ailleurs, la disponibilite de l'ADNc 
permet de faciliter le clonage d'autres proteines neces- 
saires pour la reconstitution d'un complexe recepteur IL- 
4/IL-13 et est 6galement utile pour la fabrication ou la 
model isation rationnelle de nouveaux medicaments capables 
d'etre des antagonistes specif iques des activites de 
l’IL-4 et de l’IL-13. 
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LISTE D£ SEQUENCES 


(U INFORMATIONS GENERALES: 

(i) O EPOS ANT : 

(A) NCM; SANOFI 

(B) RUE: 32 34 RUE MARBEUF 
<C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 
<F> CODE POSTAL: 75374 
TELEPHONE: 53774000 
(H) TELECOPIE: 53774133 

Ui> TITRE DE L' INVENTION: IL-13 receptour 

(iii) NOMBRE CE SEQUENCES : 2 

iiv) FORME 0ECHIFFRA3LE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy <Ji, k 

(3) OROINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS O' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(0) LOGICIEL: Patentln Release £1 . 0 . Version £1.30 (OEB) 


(2; INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE* 

(A) LONGUEUR: 1298 peires de bases 

(B) TYPE: nucl6otl.de 

(C) N0M8RE DE BRINS: simple 
(O) CONFIGURATION: licv^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(iv) ANTI-SENS: NON 

( vi ) ORIGINE : 

(A) ORGANISMS: Homo sapiens 
' r ) TYPE DE TISSU: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

’ (A) NOM/CLE: CDS 
< B ) EMPLACEMENT : 53 . . 1 1 92 


(xi) DESCRIPTION OE LA SEQUENCE: SEG ID NO: 1: 

GGTGCCTGTC GGCGGGGAGA GAGGCAATAT CAAGGTTTTA AATCTCGGAG AA ATG 


GCT 

TTC 

GTT 

TGC 

TTG 

GCT 

ATC 

GGA 

Ala 

Pna 

Val 

Cys 

5 

Leu 

Ala 

He 

Gly 

ACA 

ACA 

TTT 

GGC 

TGT 

ACT 

TCA 

TCT 

Thr 

Thr 

Phe 

Gly 

Cys 

Thr 

Ser 

Ser 



20 





25 

CCT 

CCT 

CAG 

GAT 

TTT 

GAG 

ATA 

GTG 

Pro 

Pro 

Gin 

Asp 

Phe 

Glu 

lie 

Val 


35 





40 


TAT 

TTG 

CAA 

TGG 

CAA 

CCC 

CCA 

CTG 

Tyr 

Leu 

Gin 

Trp 

Gin 

Pro 

Pro 

Leu 

50 





55 




Met 

1 


TGC 

TTA 

TAT 

ACC 

TTT 

CTG 

ATA 

ACC 

Cye 

10 

Leu 

Tyr 

Thr 

Phe 

Leu 

15 

lie 

Ser 

TCA 

GAC 

ACC 

GAG 

ATA 

AAA 

GTT 

AAC 

Ser 

Asp 

Thr 

Glu 

lie 

30 

Lye 

Val 

A*n 

GAT 

CCC 

GGA 

TAC 

TTA 

GGT 

TAT 

CTC 

Asp 

Pro 

Gly 

Tyr 

45 

Leu 

Gly Tyr 

Leu 

TCT 

CTG 

GAT 

CAT 

TTT 

AAG 

GAA 

TGC 

Ser 

Leu 

Asp 

60 

His 

Phe 

Lys 

Glu 

Cye 

65 


55 


•03 


1 5 1 


199 


247 
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ACA GTG GAA TAT GAA CTA AAA TAC CGA AAC ATT GOT ACT GAA ACA TGG 
£ V.X GXu Tyr GXu L.u Ly. Tyr Arg A.n IX. GW Sr GW Thr Trp 
70 7S 80 

AAG ACC ATC ATT ACT AAG AAT CTA CAT TAC AAA GAT GGG TTT GAT CTT 
y. Thr II. IX. Thr Ly. A.n L.u His Tyr Ly. Asp GXy Ph. A.p L.u 

as 9° 95 

AAC AAG GGC ATT GAA GCG AAG ATA CAC ACG CTT TTA CCA TGG CAA TGC 
■ £ £ VZ IX. GXu AX. Ly. IX. Hi. Thr L.u L.u Pro Trp GXn Cy. 


AC 1 AA"* GCA TCA GAA GTT CAA 
Thr Asn GXy Sar GXu VaX GXn 
MS 120 


AGT TCC TGG GCA GAA ACT ACT TAT TGG 
Sar Sar Trp AXa GXu Thr Thr Tyr Trp 

1 25 


ATA TCA CCA CAA GGA ATT CCA GAA ACT AAA GTT CAG GAT ATG GAT TGC 
IX. S.- Pro GXn GXy IX. Pro GXu Thr Ly. V.X GXn A.p M.t A.p Cy. 


GTA TAT TAC AAT TGG CAA TAT TTA CTC 
Val Tyr Tyr Asn Trp GXn Tyr Lou Lou 
ISO 


TGT TCT TGG AAA CCT GGC ATA 
Cys Sor Trp Lys Pro GVy * 
155 160 


295 


343 


391 


439 


487 


535 


GGT GTA CTT CTT GAT ACC 
GXy VaX Leu Lau Asp Thr 
165 


AAT TAC AAC TTG TTT TAC TGG TAT GAG GGC 
Asn Tyr Asn Leu Phe Tyr Trp Tyr GXu GXy 
170 175 


TTG 

Lau 


GAT CAT GCA TTA CAG 
Asp His AXa Lau GXn 
180 


TGT GTT GAT TAC ATC 
Cys VaX Asp Tyr IXa 
185 


AAG GOT GAT GGA CAA 
Lys AXa Asp GXy GXn 
190 


AAT ATA GGA TGC AGA TTT CCC TAT 
as n IXa GXy Cys Arg Phe Pro Tyr 
195 200 


TTG GAG GCA TCA GAC TAT AAA GAT 
Leu GXu AXa Ser Asp Tyr Lys Asp 
205 


TTC TAT ATT TGT GTT AAT GGA TCA 
Phe Tyr IXa Cys VaX Asn GXy Sor 


TCA GAG AAC AAG CCT ATC AGA TCC 
Sor GXu Asn Lys Pro IXa Arg jo.‘ 
^ 220 225 


act tat 

Sar Tyr 


rc AC” -TT CAG CTT CAA AAT ATA GTT AAA CCT TTG CCC CCA 
Thr Ph. GXn L.u GXn A.n IX. VaX Xy. Pro L.u Pro Pro 


GTC TAT CTT ACT TTT ACT CGG GAG AGT TCA TGT GAA ATT AAG CTG AAA 
V.X "r L.u Thr oh. Thr Arp GXu S.r S.r Cy, GXu IX. Ly. L.u Ly. 


TGG AGO ATA CCT TTG GGA CCT 
Trp Sar I La Pro Lsu GXy Pro 
260 


ATT CCA GCA AGG TGT TTT GAT TAT GAA 
IXa Pro Ala Arg Cys Pha Asp Tyr GXu 
265 270 


ATT GAG ATC AGA GAA GAT GAT ACT ACC TTG GTG ACT GCT ** GTT GAA 
Z CLu IX. Arg GXu A.p A.p Thr Thr L.u V.L Thr AX. Thr V.X GXu 

280 295 


AAT GAA ACA TAC ACC TTG AAA 
Asn GXu Thr Tyr Thr Lau Lys 


290 


295 


:A ACA AAT GAA ACC CGA CAA TTA TGC 
\r Thr Asn GLu Thr Arg GXn Lau Cys 
300 305 


TTT GTA GTA AGA 
Pha VaX VaX Arg 


AGC AAA GTG AAT ATT TAT TGC TCA GAT GAC GGA ATT 
Sar Lys VaX Asn IXa Tyr Cys Sar Asp Asp GXy IXa 


583 


631 


673 


727 


775 


82 3 


67 1 


919 


967 


1015 



33 


TOP ACT GAG TOO ACT GAT AAA CAA TGC TGC CAA CGT GAA GAC CTA TCG 
Tpp S.r GLu Trp S.r Asp Lys GLn Cys Trp GLu GLy GLu Asp L.u Ssr 
3,5 330 


335 


AAC AAA ACT TTG CTA CGT TTC TGC CTA CCA TTT CGT TTC ATC TTA ATA 

Lys Lys Thr Lsu L.u Arg Ph. Trp Lsu Pro Phs GLy Pn. He Leu He 

340 345 350 

TTA CTT ATA TTT CTA ACC GGT CTG CTT TTG CGT AAC CCA AAC ACC TAC 

Leu V.L I Ve Ph. V.L Thr GLy L.u L.u L.u Arg Lys Pro A.n Thr Tyr 

355 360 365 

CCA AAA ATG ATT CCA GAA TTT TTC TGT GAT ACA TGAAGACTTT CCATATCAAG 
Pro Lys *.t U. Pro GLu Ph. Ph. Cys Asp Thr 
370 375 


380 


agacatggta TTGACTCAAC agtttccact catggccaaa tcttcaatat GAGTCTCAAT 
aaactgaatt tttcttgcga atgttg 


(2) INFORMATIONS POUR LA SEO 10 NO: 2: 

U) CARACTERISTIOUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 380 acides amines 

(B) TYPE: acide amin& 

(0) CONFIGURATION: umAalre 

Ui) TYPE DE MOLECULE: protftine 

(xi) DESCRIPTION OE LA SEQUENCE: SEO ID NO: 2: 

M«t AL. Ph. V.L Cys L.u ALa IL. GLy Cys Leu Tyr Thr Phe L.u IL. 

,5 ' 5 

s.r Thr Thr Ph. GLy Cys Thr S.r S.r S.r Asp Thr GLu IL. Lys V.L 

20 25 30 

A.n Pro Pro GLn Asp Ph. GLu IL. V.L Asp Pro GLy Tyr L.u GLy Tyr 


35 


40 


Leu Tyr Leu Gin Trp GLn Pro Pro Leu Ser Leu Asp His Phe Lys GLu 


50 


55 


60 


Cys 

65 


-hr Val GLu Tyr GLu Leu Lys Tyr Arg Asn I Le GLy Ser GLu Thr 

75 80 


70 


Trp Lys Thr IL. IL. Thr Lys Asn L.u His Tyr Lys Asp GLy Ph. Asp 
85 90 95 

L.u Asn Lys GLy IL. GLu AL. Lys IL. Hi, Thr L.u L.u Pro Trp GLn 

100 105 110 

Cy. Thr A.n GLy S.r GLu V.L GLn S.r S.r Trp AL. GLu Thr Thr Tyr 
US 120 125 

L. S.r Pro GLn GLy IL. Pro GLu Thr Lys V.L GLn Asp M.t A.p 


Trp IL« 
130 


1 35 


140 


Cys V.L Tyr Tyr Asn Trp GLn Tyr L.u L.u Cys S.r Trp Lys Pro GLy 
,45 ’5“ 155 

IL. GLy V.L L.u L.u Asp Thr Asn Tyr A.n L.u Ph. Tyr Trp Tyr GLu 
165 170 


GLy 


L.u Asp His Ala L.u Gin Cys VaL 


Asp Tyr lie Lys ALa Asp GLy 


180 


185 


190 


1063 

1111 

11 59 

1212 

1272 

1298 
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Gin Am n Ilm Gly Cym Arg Phm Pro Tyr Lmu GLu Atm Smr Amp Tyr Lym 
195 200 205 

Amp Ph. Tyr IT.. Cym Val Amn Gly Smr Smr Glu Amn Lym Pro ILm Arg 
210 215 220 

Smr Smr Tyr Ph. Thr Phm Gin Lmu Gin Amn IV. Vml Lym Pro Lmu Pro 

225 230 23S 240 

Pro Vml Tyr Lmu Thr Phm Thr Arg Glu Smr Smr Cym Glu Ilm Lym Lmu 

245 2 50 2 55 

Lym Trp Smr II. Pro Lmu Gly Pro Ilm Pro Ala Arg Cym Ph. Amp Tyr 


Glu II* Glu II* Arg Glu Asp Asp 
575 280 


Thr Thr L*u Val Thr Ala Thr Val 
285 


Glu Amn Glu Thr Tyr Thr Lmu Lym Thr Thr Amn Glu Thr Arg Gin Lmu 
290 295 300 

Cym Ph. Val Val Arg Smr Lym Val Amn Ilm Tyr Cym Smr Amp Amp Gly 


Ilm Trp Smr Glu Trp Smr Amp Lym Gin Cym Trp Glu Gly Glu Amp Lmu 
32S 330 335 

Smr Lym Lym Thr Lmu Lmu Arg Phm Trp Lmu Pro Phm Gly Phm Ilm Lmu 
340 345 350 

Ilm Lmu Val Ilm Phm Val Thr Gly Lmu Lmu Lmu Arg Lym Pro Asn Thr 
nss 36C 355 


Tyr Pro Lys 
370 


Met lie Pro Glu Phe Pne Cys Asp Thr 
375 380 
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REVINDICATIONS 

1. Polypeptide purifi6, comprenant une 
sequence d'acides amin6s choisie parmi : 

5 a) la sequence SEQ ID n° 2, 

b ) toute sequence biologiquement active 
d6riv6e de SEQ ID n° 2. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, 

•10 caracterise en ce qu'il comprend la sequence d'acides 

amines SEQ ID n° 2. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, 

caracterise en ce qu'il s'agit d 'une forme variante du 

15 polypeptide de sequence SEQ ID n 2 dans laquelle les 8 
residus C-terminaux sont substitues par les 6 residus 
suivants : NH 2 -VRCVTL-COOH. 

4. Polypeptide selon la revendication 1, 

20 caracteris6 en ce qu'il s'agit d'une forme soluble 

s'6tendant jusqu'au residu 343 et pref erentiellement 
jusqu'au r6sidu 337. 

5. Sequence d'acides nucl&iques isolee codant 
25 pour un polypeptide selon l'une quelconque des revendica- 

tions pr6cedentes . 

6 . Sequence d ' acides nucleiques isolfee selon 
la revendication 5, caracterisee en ce qu'elle est 
30 choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b) les sequences d'acides nucl6iques capables 
de s ' hybrider & la sequence SEQ ID n° 1 et codant pour 
un polypeptide ayant une activity de rdcepteur de 1 ' IL- 
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13, 


c ) les sequences d f acides nucleiques derivees 
des sequences a ) et b ) du fait de la dtgenerescence- du 
code genfetique. 

7. Sequence d ' acides nucltiques selon la 
revendication 6, caracttriste en ce qu’elle coraprend ou 
est constitute par 1 ' enchainement de nucltotides s'eten- 
dant du nucltotide n’ 1 jusqu’au nucleotide 1081, et 
prtf erentiellement jusqu'au nucleotide 1063 sur la 
sequence SEQ ID n 1. 

8. Vecteur de clonage et/ou d f expression 

contenant une sequence d’ acides nucleiques selon l’une 
quelconque des ravendications 5 a 7 • 

9* Vecteur selon la revendication 8, caracte- 
rise en ce qu f il s'agit du plasmide PSE-1. 

10. Cellule hote transfectee par un vecteur 
selon la revendication 8 ou 9. 

11. Cellule hote transfectee selon la 
revendication 10, caracterisee en ce qu’il s'agit d’une 
cellule de la lignee COS-7. 

12. Sonde nucleotidique caracterisee en ce 
qu'elle bybride specif iquement avec l'une quelconque des 
sequences selon les revendications 5 a 7, leurs sequences 
complement ai res ou les ARN messagers correspondants . 

13. Sonde selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins 10 nuclto- 
tides . 


14 . 


Sonde selon la revendication 12, 
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caracterisee en ce qu'elle comprend 1 1 integralite de la 
sequence SEQ ID n° 1 ou de son brin complementaire. 

15. Sequence antisens capable d’inhiber, au 
5 moins partiellement , la production de polypeptides selon 

l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterisee 
en ce qu'elle est choisie parmi les sequences constituant 
le cadre de lecture codant pour un polypeptide selon 
l'une quelconque des revendications 1 & 4 au niveau du 
10 transcript. 


16. Utilisation d ' une sequence selon l'une 
quelconque des revendications 5 a 7, pour la realisation 
de sondes nucleotidiques de diagnostic ou de sequences 

15 antisens utilisables en therapie genique. 

17. Utilisation d 1 une sonde selon l'une 
quelconque des revendications 12 a 14, comme outil de 
diagnostic IN VITRO pour la detection, par des experien- 

20 ces d ' hybridation, des sequences d'acides nucleiques 
codant pour un polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, dans des echantillons biologiques, 
ou pour la mise en evidence de syntheses aberrantes ou 
d* anomalies g^netiques telles que la perte d ' heterozygo- 

25 tie ou le rearrangement genetique. 


30 


18. Utilisation d ’ une sonde selon l'une 
quelconque des revendications 12 a 14, pour la detection 
d ' anomalies chromosomiques . 

19. Methode de diagnostic IN VITRO pour la 
detection de syntheses aberrantes ou d' anomalies geneti- 
ques au niveau des sequences d ' acides nucleiques codant 
pour un polypeptide selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle comprend : 
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- la mise en contact d’une sonde nucl6otidi- 
que selon l'une quelconque des revendications 12 a 14 
avec un echantillon biologique dans des conditions 
permettant la formation d'un complexe d f hybridation 
5 entre ladite sonde et la susdite sequence nucleotidique, 
6ventuellement apres une etape prealable d 1 amplification 
de la susdite sequence nucleotidique ; 

la detection du complexe d ' hybridation 
eventuellement forme ; 

10 - Eventuellement le sEguengage de la sequence 

nucleotidique formant le complexe d ' hybridation avec la 
sonde de 1 * invention. 

20. Utilisation d’une sequence d'acides 
15 nucleiques selon l’une quelconque des revendications 5 

a 7, pour la production d’un polypeptide recombinant 
selon l’une quelconque des revendications 1 a 4. 

21. Methode de production d’un polypeptide 
20 recombinant recepteur de l'IL-13, caracterisee en ce que 

1 ' on cultive des cellules transfectees selon la revendi- 
cation 10 ou 11 dans des conditions permettant 1' expres- 
sion d'un polypeptide recombinant de sequence SEQ ID n° 
2 ou derivee, et que 1 ' on recupere ledit polypeptide re- 
2 5 comb i nan t . 

22. Anticorps mono ou polyclonaux, anticorps 
conjuguEs, ou leur fragments, caracterises en ce qu'ils 
sont capables de reconnaitre specif iquement un polypep- 

30 tide selon l'une quelconque des revendications 1 a 4. 

23. Utilisation des anticorps selon la 
revendication precedente, pour la purification ou la 
detection d'un polypeptide selon l'une quelconque des 

35 revendications 1 a 4 dans un echantillon biologique. 



24. Procede de diagnostic IN VITRO de 
pathologies correlees & une expression anormale du 
recepteur de l'IL-13, a partir de prelevements biologi- 
gues susceptibles de contenir le r6cepteur de 1 IL— 13 
exprimS a un taux anormal, caracterise en ce que l'on met 
en contact au moins un anticorps selon la revendication 
20 avec ledit prel6vement biologique, dans des conditions 
permettant la formation eventuelle de complexes immunolo- 
giques specif iques entre le recepteur de l’IL-13 et le 
ou lesdits anticorps et en ce que l'on dfetecte les 
complexes immunologiques specifiques feventuellement 
f orm6s . 


25. Kit pour le diagnostic IN VITRO d'une 
expression anormale du recepteur de l'IL-13 dans un 
prelevement biologique et/ou pour la mesure du taux 
d' expression du recepteur de l'IL-13 dans ledit prel&ve— 
ment comprenant : 

- au moins un anticorps specif ique du recep- 
teur de l'IL-13 selon la revendication 22, eventuellement 
fixe sur un support, 

- des moyens de revelation de la formation de 
complexes antigenes/anticorps specifiques entre le recep- 
teur de l’IL-13 et ledit anticorps et/ou des moyens de 
quantification de ces complexes. 

26. Methode pour 1 ’ identification et/ou 
1 ' isolement de polypeptides selon la revendication 1 , ou 
d ' agents capables de moduler leur activite, caracterisee 
en ce que 1 ' on met en contact un compose ou un melange 
contenant differents composes, eventuellement non- 
identifies, avec des cellules exprimant a leur surface 
un polypeptide selon la revendication 1 , dans des condi- 
tions permettant 1 ' interaction entre le polypeptide et 
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5 


ledit: compose dans le cas ou celui-ci possederait une 
af finite pour le polypeptide, et en ce que 1 ' on detecte 
et/ou isole les composes lies au polypeptide ou ceux 
capables d'en moduler 1 ' activity biologique. 

27. Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel 
que defini dans les revendications 1 a 4 susceptible 
d'etre obtenu selon la methode de la revendication 26. 


10 28. Composition pharmaceutique comprenant, a 

titre de principe actif, un polypeptide selon l’une 
quelconque des revendications 1 a 4. 

29. Composition pharmaceutique selon la 

15 revendication precedente, caract6ris6e en ce qu'elle 

comprend un polypeptide selon la revendication 4. 

30. Utilisation d'un polypeptide selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 4, pour le criblage 

20 d ' agents capables de moduler l'activite de l'IL-13R. 

31. utilisation d'un polypeptide selon 1 ' une 
quelconque des revendications 1 a 4, pour la fabrication 
de produits capables de moduler l’activite de 1'IL-13R. 

25 

32. Utilisation d’un polypeptide selon la 
revendication 4 pour la synthase d'un mddicament a effet 
antagoniste de l'IL-13. 


30 
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